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Abstract 


In a process for producing a specifically bindable protein substance bound to 
an insoluble carrier material, which is particularly suitable for use in a method 
of heterogeneous analysis based on the immunoassay principle, a first 
polymerizate (I) with a molecular weight greater than approximately 20 000 
and having a plurality of partners PI of a specific binding pair is bound to an 
insoluble carrier material and crosslinked, by the specific binding of PI with 
P2, with a second polymerizate (II) which contains or consists of a plurality of 
the other partners P2 of the specific binding pair. The polymerizate (II) has 
binding sites for both PI and a complex to be immunologically detected. 

Data supplied from the esp@cenet database - 12 


http://12.espacenet.c.../viewer?PN=EP033 1 1 27&CY=ep&LG=en&DB=EP 7/7/2000 


® a 



Europalsches Patantamt 
European Patent Office 
Office europ6en des brevets 


O Veroffentlichungsnummer: 0 331 127 B1 


® 


EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 


© Veroffentlichungstag der Patentschrift: 16.06.93 © Int. CI S; GDI N 33/547, G01 N 33/544, 

//G01N33/531 

® Anmeldenummer: 8910352&9 


@ Anmetdetag: 28.02.89 


® Verfahren zur Herstellung einer Festphasenmatrfx. 


® Prioritat: 29.02.88 DE 3806431 

® Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
06.09.89 Patentblatt 89/36 

® Bekanntmachung des Hinweises auf die 
Patentertailung: 
16.06.93 Patentblatt 93/24 

® Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL S£ 

@ Entgegenhaltungen: 

EP-A- 0 016 552 EP-A- 0 122 209 

EP-A- 0 185 372 EP-A- 0 245 926 

EP-A- 0 269 092 WO-A-87/04794 

GB-A- 2 103 791 US-A- 4 282 287 

ROMPP-s CHEMIE-LEXIKON, 8. Aufl., 1987; 
Selte 3301* 


ffi 

CM 


CO 

to 


Q. 

LU 


® Patentinhaber: BOEHRINGER MANNHEIM 
GMBH 

SandhoferStrasse 112-132 
W-6800 Mannhelm-Waldhof(DE) 


® 


® 


Erfinder: Berger, Michael, Dr. 
Knappenstr. 16 
W-8122 Penzberg(DE) 
Erfinder: Deger, Amo, Dr. 
Foehrenstr. 3 
W-8124 Seeshaupt<DE) 
Erfinder Maler, Josef 
Schmadlstr. 15 
W-8120 Weilhelm(DE) 


Vdrtreter: Huber, Bamhard, Dipl.-Chem. et al 
Patentanwiiite H. Welckmann, Dr. K. FIncke 
FjL Welckmann, B. Huber Dr. H. Uska, Dr. J. 
Prechtel Kopamlkusstrasse 9 Postfach 86 08 

id 

W-8000 MUnchen 86 (DE) 


Anmerkung: Innerfialb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des 
europaischen Patents kann jedermann betm Europaischen Patentamt gegen das rteitte urop§ische Patent 
Einspruch einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begrUnden. Er gilt erst als eingelegt w nn 
die EinspruchsgebOhr entrichtet worden ist (Art. 89(1) EuropSisches PatentObereinkommen). 


Rank Xerox (UK) Business Services 

13. 10/3.6/3.3. II 


EP 0 331 127 B1 


Beschreibung 

Die Erfindung betrifft oin Veriahren zur Herstellung einer an ein unlSsliches TrSgermaterial gebundenen, 
spezifisch bindefahigen Substanz, insbesondere fur die Verwendung in einem heterogenen Anatysenverfah- 

5 ran nach dem Prinzip des Immunoassays. 

Zur Bestimmung einer spezifisch bindelShigen Substanz bedient man sich hSufig Verfahren nach dem 
Prinzip des Immunoassay. Dabei wird einer der Partner eines spezifisch miteinander bindefahigen Sub- 
stanzpaares mit dem fOr ihn spezifischen Rezeptor, der in an sich bekannter Weise markiert ist, umgesetzt. 
Das Konjugat aus diesen beiden Substanzen kann dann noch mit einem Rezeptor. der fur das Konjugat 

10 Oder eines der beiden Teile des Konjugats spezifisch ist, umgesetzt werden. Fur diese immunologischen 
Verfahren gibt es viele Variationen. Vorteilhaft ist es dabei, wenn einer der Rezeptoren an eine Festphase 
gebunden vorllegt. Dies erieichtert die Trennung von gebunden und nicht gebunden vorliegenden Reak- 
tionspartnern. Zur Bestimmung der spezifisch bindefahigen Substanz wird dann die Menge von an der 
Festphase gebundenem markiertem Reaktionspartner oder von in der LQsung vorliegendem markiertem 

75 Reaktionspartner gemessen und zu der Menge an zu bestimmendem Reaktionspartner in an sich bekannter 
Weise in Beziehung gesetzt. 

Als Festphase werden bei den immunologischen Verfahren Ubiicherweise Kunststoffrohrchen oder 
Mikrotiterplatten, an deren Innenoberflache der Reaktionspartner fixiert ist. oder Kugeln. an deren AuBen- 
oberflSche der Reaktionspartner fixiert ist, verwendet. Diese KunststoffrShrchen, Mikrotiterplatten oder 

20 Kugeln bestehen ubiicherweise aus relativ inertem Kunststoff material, so daB die Bindung des Reaktions- 
partners Schwierigkeiten bereitet. 

DarUberhinaus muB die Bindung des spezifischen Reaktionspartners an die jeweilige OberflSiche so 
erfolgen. daB er nicht die Fahigkeit zur spezifischen Bindung der fUr ihn spezifisch bindefahigen Substanz 
verliert. Aus diesem Grund erfolgt die Bindung des Reaktionspartners an die Festphase meistens adsorptiv. 

25 Es wurde daher schon vorgeschlagen. die Rxierung des Reaktionspartners an die Festphase uber ein 
Kuppiungsmittel, das die Bindung vermittelt. zu bewirken. Dabei muS auch wieder darauf geachtet werden. 
dafi die Bindung des Reaktionspartners an das Kupplungsmittel nicht die spezifisch reagierende Region des 
MolekOls zerstort bzw. daB der Reaktionspartner so gebunden wird, daS seine reaktive Stelle von der 
Festphase weg dem Bindungspartner zugewandt ist. Weiterhin wird in DE-OS 25 33 701 vorgeschlagen, um 

30 eine bessere Bindung zu erzielen, die einzelnen immunologisch wirksamen Proteine zu vernetzen und dann 
an Polystyrolkugein zu adsorbieren. Als weitere Moglichkeit ist in dieser Literaturstelle angegeben. gleich- 
zeitig mit dem Protein mit immunologischen Eigenschaften ein inertes Protein zu vernetzen, so dafl ein 
vernetztes Produkt aus inertem und aktivem Protein entsteht. das dann wiederum an Polystyrolkugelchen 
adsorbiert wird. Diese Art der Vernetzung fuhrt jedoch in Abhangigkeit von den gewahlten Reaktionsbedin- 

35 gungen zu unterschiedlichen, nicht reproduzierbaren Vernetzungen mit schwankenden Anteilen an nicht 
vernetztem sowie unldslich gewordenem Protein. Durch den unterschiedlichen Vemetzungsgrad entstehen 
zudem Produkte mit unterschiedlichen Bihdungseigenschaften. Ein ahnliches Verfahren ist in der EP-A-122 
209 beschrieben und weist auch die gleichen Nachteile auf. All diese bekannten Verfahren befriedigen 
somit noch nicht. fOhren noch zu keiner optimalen Haftung der spezifisch bindefahigen Substanz und sind 

40 fUr die reproduzierbare Herstellung von beschichteten Festphasen wenig geeignet 

Ein weiteres Problem besteht auflerdem darin. daB der an der Festphase gebundene Antikorper fUr 
verschiedene Tests in der Regel verschieden sein muB. Es muB daher fUr jeden Test eine spezifisch 
beschichtete Festphase zur VerfUgung gestellt werden. Dies ist sehr aufwendig. Da auBerdem nicht 
gewahrleistet ist, daB jeder in bekannter Weise immobilisierte Antikorper bindefahig bleibt. da oft auch 

45 unspezifische Bindungen erfolgen, und da auBerdem die Abl6sungsrate bei den bisher bekannten Verfahren 
sehr hoch ist. mufl der Antikorper in hohem OberschuB eingesetzt werden. Trotzdem ist die Zahl der 
Bindeplatze begrenzt. Damit ergibt sich eine erh^hte St6ranfSltigkeit. Dies ist nachteiiig. da Antikorper 
schwierig und aufwendig herzustellen sind. 

Aus WO-A-8 704 794 ist eine Festphasenmatrix bekannt. die aus einem inerten parti kelformig en 

so polymeren Trager besteht. an den Uber Biotin eine vernetzte Avidinschicht adsorbiert ist. Di&se Anordnung 
kann ein Ausbluten nicht verhindern. 

Aus EP-A-0 245 926 ist ein Verfahren zur Bestimmung von Antigenen. Antikorper oder Haptenen 
bekannt, bei welchem in flUssiger Phase ein I5slicher Komplex der gesuchten Substanz mit einem damit 
bindefahigen Partner und einer loslichen Matrix gebildet wird, und anschlieSend der Komplex auf einem 

55 festen Trager unldslich gemacht wird durch Bindung eines an diese Matrix gebundenen Liganden an einem 
anti-Liganden und dann der unliSslich gemachte Komplex Ober ine Markierung in Oblicher Weise bestimmt 
wird. Dieses Verfahren ist nicht gegen ein Abldsung des loslichen Komplexes vom unloslichen Trager 
gesichert. 
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Es war daher Aulgabe der Erfindung. ein Verfahren zu schaffen. das die Haftung der spezifisch 
bindefahigen Substanz an der Festphase reproduzierbar verbessert und darObertiinaus ein Veriahren zu 
schaffen. mit dem eine Festphasanmatrix hergesteitt werden kann, die universetl fUr alle Immunoassays 
einsetzbar ist. Da bei vielen immunologischen Verfahren unter Detergentienzusatz gearbeitet wird, um 

5 TrUbungen und unspeztfische Bindungen zu vermeiden, war es aiiBerdem Ziel der Erftndung. die Haftung 
so weit zu verbessern. dafi auch bei Anwesenheit von Detergentien sich die gebundene. spezifisch 
bindefahige Substanz nicht ablost. 

Dieses Ziel wird erreicht durch ein Verfahren zur Herstetlung einer an ein un15sliches TrSgermaterial 
gebundenen. spezifisch bindefahigen Substanz. insbesondere fOr die Verwendung in einem heterogenen 

70 Analyseverfahren nach dem Prinzip des Immunoassays, Welches dadurch gekennzeichnet tst. daB man ein 
erstes Potymerisat I. das aus einer Vielzaht von Partnem Pi eines spezifischen Bindungspaares und einem 
wasserloslichen biologischen Polymer oder Derivat davon mit einem Molekular gewicht von mehr als etwa 
20 000 besteht, an ein unldsliches Tragermaterial btndet und mit einem zweiten Polymerisat II, das nur aus 
einer Vielzaht von MolekUlen des anderen Partners P2 des spezifischen Bindungspaares oder aus P2, die 

75 mit den anderen Komponenten vemetzt sind, besteht, Uber die spezrfi sche Bindung von Pi mit P2 vemetzt. 
wobei das Polymerisat II sowohl Bindungsstellen fUr Pi als auch fOr einen immunolo gisch nachzuwetsen- 
den Komplex aufwerst 

Mit diesem Verfahren kann eine Festphasenmatrix hergestellt werden. die fOr alle Arten von Immunoas- 
says, z.B. Sandwich-Tests oder kompetitive Tests im Bnschritt-oder Zweischrittverfahren, einsetzbar ist. FUr 

20 den Sandwich-Test im Einschrittverfahren kann beispielsweise das Polymerisat II des Partners P2 die 
Bindungsstelle liefem, an der dann der zu bestimmende Komplex immobilisiert wird. WShrend des 
Bestimmungsverfahrens wird eine Probe, die die zu bestimmende Substanz enthdit. mit einem markierten 
Rezeptor sowie einem unmarkierten Rezeptor, der mit dem Polymerisat II btndefahig isl, umgesetzt. Der 
sich bildende Komplex aus zu bestimmender Substanz, markiertem Rezeptor und Rezeptor mit Bindungs- 

25 stelle fur das Polymerisat II bindet dann aufgrund der spezifischen Bindefahigkeit an das Polymerisat II, so 
daB auf diese Weise der gesamte Komplex immobilisiert wird. Nach Trennung der Phasen kann dann in 
einer der beiden Phasen die Markierung gemessen werden. 

Wenn der Sandwich-Test im Zweischrittverfahren durchgefOhrt wird, kann eine Festphasenmatrix 
verwendet werden. bei der ein unmarkierter Rezeptor in dem Polymerisat II gebunden ist. Es wird dann die 

30 Probe und der markierte Rezeptor in Gegenwart dieser Festphasenmatrix inkubiert. Nach Trennung der 
Phasen kann dann die an der Festphase gebundene Markierung gemessen werden. 

Bei DurchfUhrung eines kompetitiven Tests konkurrieren Probe und marktertes Probenanalogon um 
einen unmarkierten Rezeptor. FOr die Testvariante des Einschrittverfahrens verwendet man in diesem Fall 
ein Polymerisat II, an das der unmarkierte Rezeptor gebunden ist. FOr die andere Variante des Zweischritt- 

35 verfahrens wird der unmarkierte Rezeptor wMhrend des t^sts in Konkurrenz mit dem markierten Rezeptor 
gebunden, sodafi fur diesen Fall dann ein Polyrnerisat II eingesetzt wird. das Bindungsstellen fur diese 
Rezeptoren aufweist. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Festphasenmatrix wird ein unldsliches TrSgermaterial mit 
einem ersten Polymerisat I beschichtet, wobei die Bindung an das TrSgermaterial nicht kovalent erfoigt. 

40 sondern durch Adsorption oder durch Wechselwirkung bewirkt wird, und mit einem zweiten Polymerisat II 
vernetzt. FOr das Polymerisat I sind biologische Polymere geeignet. die wasserioslich sind und ein 
Molekulargewicht von mehr als etwa 20.000 aufweisen. Bevorzugt werden fOr das Polymerisat I Proteine, 
Peptide. NukleinsSlurepolymere, Kohlenhydrate sowie Copolymerisate aus Aminos3uren und Kohlenhydra- 
ten verwendet. Geeignet sind eiuch derivatisierte Polymere wie Kohlenhydrate in derivatisierter Form. z.B. 

45 Amtnodextran. Das Polymerisat I weist weiterhin eine Vielzahl von Partnem Pi eines spezifischen Bindungs- 
paares auf. Die Partner Pi konnen mit den Polymeren venrietzt oder an sie gebunden sein. Das Polymerisat 
I hat ein Molekulargewicht von mehr als 20.000. da bei einem geringeren Molekulargewicht die Bindung an 
das unl6sliche Tragermaterial unter UmstSnden nicht mehr gewSihrieistet ist. Bevorzugt batrSgt das 
Molekulargewicht mehr als 45.000 und besonders bevorzugt mehr als 200.000. 

so Die Bindung der Partner Pi an das Polymere erfoigt In an sich t>ekannter Weise. Geeignete Kupplungs- 
methoden sind z.B. in Ishikawa, J. Immunoassay, 4. 209-327 (1983) tteschrieben. Dabei werden entweder 
funktionelle Gruppen des Partners Pi . die fUr eine Bindung mit dem Polymer geeignet sind herangezogen, 
Oder abar. wenn geeignete funktionelle Gruppen htcht vcrhandan sind. werden diese in das Pi-MolekUI 
eingefOhrt. So kann t>eispielsweise bet Verwendung von Biotin als Pi das N-Hydroxysuccinimidylderivat 

55 durch Umsetzung mit im Polymer vorhandenen Aminogruppen gebunden werden. Andere geeignete 
Derivatisierungen sind dem Fachmann t^ekannt und brauchen hier nicht eridutert zu werden. 

Das Verh&ltnis d r Partner Pi zu dem fOr das Polymerisat I verw ndeten Polymer ist an sich unkritisch 
und kann in weiten Grenzen variiert werden. Es hat sich erwiesen. daB es vorteilhaft ist, pro Polymer 1 bis 
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200 Mol Partner Pi einzusetzen. Dabei ist die Pi-Menge abhangig vom Einsatzzweck und vom verwende- 
ten Polymer. Da das Polymerisat I insgesamt relativ hydrophob sein soil, um eine adsorptlve Bindung 
bewirken zu konnen, sollte. wenn Pi hydrophil ist. der Anteil an Pi um so geringer sein, je kletner das 
Molekulargewicht des verwendeten Polymers ist. Dies ist beispielsweise bei Biotin der Fall. 

5 Geelgnete Bindungspartner, die als Pi und P? sowie in der Bindung zwischen dem Polymeren II und 

dem immunologisch nachzuweisenden Komplex verwendet werden kSnnen. sind z.B. Biotin-Avidin. Biotin- 
Streptavldin, Antigen-Antikorper. Haplen-Antikorper, Protein A-lmmun-y-Globulin und Protein G-lmmun-y- 
Globulin. Als Antigen bzw. Hapten werden auch Konjugate von Protelnen mit Antigen bzw. Hapten bzw. 
Fragmenten davon verstanden. Das Antigen kann auch selbst ein AntikSrper. dessen Fab-, Fab'- oder 

10 ( Fab' )2 -Fragment sein, Unter Antikorper sind monoklonale und polyklonale, vollstandige Antikorper und 
AntikSrperfragmente zu verstehen. Wird als Pi oder Pa Protein A bzw. Protein G verwendet, so sollte in 
dem Immunoassay nur der eine Rezeptor, der an die Festphase gebunden werden soil, ein vollstandiger 
AntikOrper sein, wahrend als markierter Rezeptor ein Fab- oder F(ab')2 -Fragment verwendet werden sollte, 
um keine unspeztfische Bindung des markierten Rezeptors mit der Festphase zu verursachen, die zu einer 

T5 Verfalschung des Ergebnisses ftihren wurde. 

Bevorzugt wird zur Herstellung des Polymerisats I ein Protein verwendet, das hydrophober als die 
Partner Pt und P2 ist. Geeignet sind insbesondere Idsliche Proteine mtt einem Molekulargewicht uber etwa 
200.000 bis etwa 20.000.000, die gegebenenfalls aus Proteinen mit einem Molekulargewicht von 10.000 bis 
700.000 erhalten wurden und mit Partnern Pi eines spezifisch bindenden Paares konjugiert sind. 

20 Molekulargewicht und Hydrophobizitat werden nach den dem Fachmann bekannten Methoden ermittelt. 

Zum Vergleich der Hydrophobizitat zwischen loslichem Protein und spezifisch bindefShiger Substanz 
eignen sich beispielsweise folgende Methoden: 

- der Fiuoreszenzloschung nach Bindung an Farbstoffe (Biochem. Biophys. Acta 624 . (1980), 13-20), 

- des Elutionsverhaltens bei der hydrophoben Chromatographie (Biochem. Biophys. Acta. 576 (1979),. 
25 269-279). . 

- der Oberflachenspannung (Biochem. Biophys. Acta, 670 (1981). 64-73). 

- der Retentionszeiten bei Hydrophobic Interaction Chromatography (NIC) (Angew. Chemie 98 (1986) 
530-548, J. Chromat 296 (1984) 107-114, Anal. Biochem. 137, (1984) 464-472). 

Ein Vergleich der Hydrophobizitat von erfindungsgemaC geeigneten Substanzen findet sich in Sep. Sci. 
30 Technol. 14. 305-317 (1979). Danach steigt die Hydrophobizitat z.B. in folgender Reihe an: 
a-2-Macroglobulin (MG 820.000) 

Rinderserumalbumin/Humanserumalbumin (MG 70.000) 
Eialbumin 

a2HS-Glycoprotein (MG 49.000) 
35 ;8ie/0i A- Globulin 

Immunglobulin (MG 150.000) 
Transferrin (MG 90.000) 

Wird also als spezifisch bindefShige Substanz ein Immunglobulin verwendet, sind beispielsweise fOr diese 
spezielle AusfOhrungsform Humanserumalbumin oder ozHS-Glycoprotein als Idsliche Proteine ohne weitere 
40 Vorbehandlung nicht geeignet 

Beide Proteine mussen hier sowohl einer Hydrophobisierung als auch einer Erhohung des Molekularge- 
wichts unterworfen werden. Bei Transferrin genUgt in diesem Fall eine Vernetzung. bei a2-Macroglobulin ist 
eine Hydrophobisierung ausreichend. 

Proteine, die zur Kupplung mit Immunglobulin als spezifisch bindefahiger Substanz ohne Vorbehand- 
45 lung geeignet sind, sind beispielsweise /3-Upoproteine (MG ca. 3,2 Mio) oder a2-Lipoprotein (MG ca. 5 bis 
20 Mio). 

Die Hydrophobisierung kann beispielsweise durch Anwendung von Hitze, Behandlung mit SSuren. 
denaturierenden Agentien und/oder chaotropen lonen und/oder durch chemische Kupplung mit einer 
hydrophoben Verbindung erfolgen. 
50 Die Erhohung des Molekulargewichts kann beispielsweise durch Anwendung von Hitze, Behandlung mit 

SSuren, denaturierenden Agentien und/oder chaotropen lonen und/oder durch Vernetzung mit einer bi- oder 
polyfunk3tioneiien Verbindung erfolgen. 

Ein Protein, das nicht genUgend hydrophob ist oder dessen Molekulargewicht nicht ausreichend hoch 
ist. wird solange behandelt. bis ein Proteinpolymeres mit einem Molekulargewicht von 20.000, bevorzugt 
55 45.000 und besonders bevorzugt mehr als 200.000 erhalten wird. Ganz bes nders geeignet ist ein 
Proteinpolymeres mit einem Molekulargewicht von 500.000 bis 20 Mio.. 

Falls das Protein vernetzt werden soil, kann eine Hydrophobisierung vor. wahr nd oder nach der 
Vernetzung stattfinden. Die Hydrophobisierung kann jedoch nicht in Gegenwart der spezifisch bindefahigen 
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Substanz vorgenommen werden. wenn die spezifisch bindefahige Substanz ein Protein ist und durch die 
Hydrophobisierung seine biotogische AktivltSt veritert. 

Zur Hydrophobisierung durch Erhitzen werden Ubiicherweise Temperaturen von 40 bis 95 * C in einem 
Zeitraum von 1 min bis 10 Stunden angewendet. wie beispielsweise in Biochem. Biophys. Acta 624 (1980) 
5 13-20 beschrieben. 

Zur Behandlung mit SSuren sind beispielsweise EssigsSure. PropionsSure. MilchsSure oder SalzsSlure 
geeignet. Ubiiche Konzentrationen sind 1 bis 100 mmol/1 bei Einwirkzelten von 10 min bis 16 Stunden. 

FUr die Behandlung mit chaotropen lonen sind beispielsweise, Thiocyanate, Jodide, Ruoride. Bromide. 
Perchlorate und Sulfate geeignet. Als denaturierende Agentien konnen beispielsweise Guanidinhydrochlorid 
JO Oder Harnstoff verwendet werden. Ubiicherweise werden hier Konzentrationen von 10 mmol/l bis 6 mol/l 
verwendet. 

Zur Derivatisierung des Polymerisats I mil hydrophot>en Verbindungen werden vorzugsweise losliche 
FettsSuren, Lipoide in nieder- Oder hochmolekularer Form sowie synthettsche Polymere. wie Polypropyleng- 
lykol Oder l&sliche Copolymere von Polystyro) eingesetzt. Die Derivatisierung erfolgt nach den dem 
75 Fachmann gelaufigen Methoden. 

Die Vernetzung wird mit bi- Oder polyfunktionellen Verbindungen durchgefOhrt. Dies sind Verbindungen, 
die mindestens zwei funktionelle Gruppen tragen. die glelch oder verschieden sein konnen und die Uber 
diese funktionellen Gruppen mit funktionellen Gruppen der das Polymerisat I btldenden Verbindungen. z.B. 
von Proteinen reagieren konnen. Bevorzugt werden Verbindungen verwendet. die aus einer Alkylkette 
20 bestehen« an deren Enden sich Succinimid-. Maleinimid- und/oder Aldehydgruppen befinden. 

Die Vernetzung wird dann mit der bi- Oder polyfunktionellen Verblndung in an sich bekannter Weise 
durchgefOhrt. 

Bevorzugt werden zur Hydrophobisierung und/oder Vemetzung Proteine mit einem Molekulargewicht 
von 10.000 bis 700.000 verwendet. Besonders bevorzugt wird Rinderserumalbumin. Lipase oder Immun-y- 
25 Globulin eingesetzt. 

Das auf diese Weise hergestellte Polymerisat I wird dann an ein unldsliches TrSgermaterial gebunden. 
Die Bindung erfolgt dabei Ober das Polymer und ist in der Regel adsorptiv. Als TrSgermaterial geeignet 
sind die Ubiicherweise verwendeten Festphasen wie Luran« Glas. Titandioxid. Polystyrol, T^aktiviertes 
Poly sty rol, Polystyrol-Acrylnitril-Copolymer. Papier und/oder Poly olefin. Das Tragenmaterial kann vor der 

30 Weiterverarbeitung physikaltsch oder chemisch vorbehandett werden. So kann beispielsweise eine Kunst- 
stoffoberflache vorgequollen werden oder in anderer an sich bekannter Weise aktiviert werden. Das 
TrSgenmaterial liegt in der Regel in Form von ROhrchen, Mikrotiterplatten oder Kugein vor. Andere 
Ausgestaltungen sind jedoch ebenfalls mdglich. 

Das untostiche TrMgermatericU kann ebenso auch ein bereits beschichtetes Material sein. Geeignet sind 

35 beispielsweise mit Polystreptavidin vorbeschichtete R5hrchen oder mit polymerisiertem Antigen vorbe- 
schichtete Rohrchen. In diesem Fall iiefert das unlosliche Tragermaterial Bindungsstellen fCir das Polymeri- 
sat I. so daO dann die Bindung des Polymerisats I nicht nur adsorptiv erfolgt. Auf diese Weise wird eine 
sehr Starke Bindung erhalten. Bei der adsorptiven Beschtchtung ist das Polymerisat I nicht sehr stark 
gebunden. Dies reicht jedoch fUr die meisten Anwendungszwecke aus, da selbst bei Ablosung von einigen 

40 Pi die Wandhaftung durch die Vernetzung mit dem Polymerisat II stabitisiert wird. FUr spezielle Zwecke 
kann eine starkere Bindung erwUnscht sein. FUr diesen Fall kann als unldsliches Tragermaterial ein 
vorbeschichtetes Material verwendet werden. 

Das Polymerisat I wird mit einem zweiten Polymerisat II. welches eine Vielzahl von Partnern P2 
aufweist. vernetzt. Das Polymerisat II kann entweder nur aus P2 oder aber aus einer Mischung von P2 und 

45 anderen Komponenten bestehen. Das Polymerisat 11 wetst nicht nur Bindungsstellen fOr Pi auf, die von P2 
geliefert werden, sondern darUberhinaus auch Bindungsstellen fUr einen immunologisch nachzuweisenden 
KompleXt der im folgenden als Rezeptor bezetchnet werden soli. Dabei werden als Rezeptoren spezifisch 
bindefShige Substanzen^ insbesondere entweder spezifisch bindefSlhige kompletta AntikSrper, die polyklonal 
Oder monotdonal sein konnen. deren Antikdrperfragmente oder Konjugate von Arrtikdrpern oder Antikdrper- 

so fragmenten mit Haptenen oder Antigenen sowie. Haptene oder Antigene oder Bindeproteine (wie z.B. 
Thyroxin bindendes Globulin) verwendet. Die Bindungsstelle fOr den Rezeptor kann entweder ebenfalls von 
P2 geliefert werden oder von einer anderen Komponente des Polymerisats II. 

Die einzelnen Partner P2 k6nnen Uber homo- Oder heterobi-oder -polyvalente Verbindungen (Unker) 
miteinander verbunden werden. Bevorzugt wird d^n die Vemetzung mit bivalenten Unkern durchgefOhrt 

55 da dies eine teichtere Steuerung des Polymerisatidnsgrades ermdglicht. Ebenso geeignet sind jedoch auch 
polyvalente Linker. Als Linker k&nnen solche Verbindungen v rwendet werden. die reaktionsfSihige Gruppen 
aufweisen. die in wSBrig r Ldsung mtt d n funktionellen Grupp n der spezifisch bindef&htgen Partner unter 
Ausbtldung einer kovalenten Bindung zu reagieren vermogen. Dem Fachmann ist eine groSe Anzahl hierfiir 
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geeigneter bifunktioneller oder polyfunktionelter Linker bekannt. Typische Beispiete fUr im Rahmen der 
Erfindung gut geeignete homo- Oder heterobtfunktionelle und -tritunktionelle Linker sind in der nachstehen- 
den Tabelle 1 aufgelUhrt. 

5 Tabelle 1 



Kurzbezeichnung 

Chemische Bezeichnung 


SPDP 

N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)-propionat 

10 

EADB 

Ethyl 4-azidohenyl-1,4-dlthiobutyrimidat • HCI 


FNPA 

4-Fluoro-3-nitrophenylazid 


HSAB 

N-Hydroxysuccinimidyl-4-a2idobenzoat 


MABI 

Methyl-4-a2idoben2oimidat • HCI 


MBS 

m-Maleimidobenzoyi-N-Hydroxysuccinimid-ester 

75 

NHS-ASA 

N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylsaure 


MHS 

Maleimidohexanoyl-N-Hydroxysuccinimidester 


PNP-DTP 

p-Nttrophenyl-2-dia20-3.3.3-trifluoropropionat 


SADP 

N-Succinimidvl(4-azidophenyl)1.3'-dithiopropionat 


SAND 

Sulfosuccinimidyl-2-(m-azido-o-nitrobenzamido)ethyl-l ,3*-dithiopropionat 

20 

SANPAH 

N-succinimidyl-6(4'-a2ido-2'-nitrophenyl-amino)hexanoat 


SASD 

Suifosucclnimidyl 2-(p-azidosalicytamido)6thyt-1 ,3'-dithtopropionat 


SIAB 

N-Succintmtdyl(4-iodoacetyl)aminobenzoat 


SMCC 

Succininr>idyl-4-(N-nnaleinimidoelhyi)cyc!ohexan-1-carboxylal 


SMPB 

Succinimidyl-4-(p-maIeimidophenyl)butyrat 

25 

DSS 

Disuccinimidylsuberat 


DMS 

Dimethylsuberimidat 


Traufs Reagenz 

2-lminothiolan 2,4,6 Trichlor-s-triazin 


SAMBA 

S*-Acetyl-mercaptobernsteinsaureanhydrid 


Zur DurchfOhrung der Vemetzung kann eine Losung der Partner P2 mit den UnkermolekOlen versetzt 
warden unter Bedingungen. die direkt zur Vernetzung fiihren. Das AusmaB der Vemetzung wird in diesem 
Falle durch die Menge an zugegebenem Linker gesteuert. 

In einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform wird der Bindungspartner P2 mit geeigneten bindefShi- 
gen Komponenten, die in bezug auf Pi und den zu bestimmenden Komplex inert sind, vernetzt. Hierzu 
geeignet ist beispielsweise ein lostiches Protein, wie es oben definiert wurde, insbesondere Rinderserumal- 
bumin oder Humanserumalbumin. 

Die heterogene Vernetzung kann beispielsweise so erfolgen, daB sowohl das als "inerte Komponente" 
verwendete Proteinmaterial als auch der spezifisch bindef^hige Partner P2 mit einer aktivierten bindefShigen 
Gruppe versehen werden und anschliefiend umgesetzt werden. Auf diese Weise erh^ltt man ein vemetztes 
Polymerisat, das ausrelchend viele bindefahige Partner P2 enthalt. Selbstverstandllch muB dabei die 
Bindung des Partners P2 an das Protein so erfolgen, dafi dadurch weder die speziflsche BindefShigkeit mit 
dem Partner Pi beeintrachtigt wird. noch die spezrfische.Bindungsstelle fUr den zu bestimmenden Komplex 
blockiert wird. 

In einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform des erfindungsgem^Ben Verfahrens wird der Bindungs- 
partner P2 mit anderen Komponenten vernetzt, die spezifische Bindungsstetlen fUr den Rezeptor aufweisen. 
Diese AusfUhrungsform wird bevorzugt dann verwendet, wenn P2 nur eine spezifische Bindungsstelle fUr 
die Bindung mit Pi aufweist Die andere Komponente liefert dann die Bindungsstefte fOr den zu bindenden 
Rezeptor. Als andere Komponente sind Substanzen geeignet, die spezifische Bindungsstellen aufweisen, 
insbesondere Partner eines spezifisch bindenden Paares, wie sie oben definiert wurden. 

FUr die Beschichtung des unloslichen Tragermaterials mit den Polymerisaten I und II gibt es verschie- 
dene Varianten. In einer AusfUhrungsform wird das unl6sliche TrSgermaterial zuerst mit dem Polymerisat I 
beschichtet. indem das TrSgermaterial mit einer L6sung. die Polymerisat I enthSlt. inkubtert wird. Wenn 
Polymerisat I gebunden ist, wird anschlieOend eine Ldsung, die Polymerisat II enthSlt. zugegeben, wobei 
dann durch die spezifische Bindung von Pi mit P2 die Vemetzung der beiden Polymerisat erfolgt. 

In einer anderen AusfUhrungsform des erIindungsgemSGen Verfahrens wird das unldsliche Tragermate- 
rial mit einer Losung, di sowohl Polym risat I als auch Polymerisat II und zusStzfich einen Hemmstoff. der 
die Bindung von Pi an P2 h mmt, enthSIt, inkubiert. Es wird ein Hemmstoff vorw nd t, d r reversibel 
wirksam ist und durch eirrfache Entfernung oder chemische Veriind rung sein H mmwirkung verliert. In 
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Gegenwart des Hemmstoffes konnen sich die Partner Pi und Pa vollig homogen verteilen und aufgrund der 
sehr tangsam einsetzenden Bindung erhatt man eine vollig gfeichmaOige Bedeckung des Tragermaterials 
nnit der jeweils gewOnschten bindungsaktiven Substanz, die auch im grofltechnischen Ansatz zu vOllig 
gtetchmaBigen und reproduzierbaren Resultaten fUhrt. Oiese AusfUhrungsform ist geeignet wenn als 

5 Bindungspaar Pi-p2 Antigen bzw. Hapten-Antik6rper Oder Biotin-Streptavidin brw. Avidin eingesetzt wer- 
den. Als Hemmstoffe der Bindung von Pi und P2 werden im Rahmen dieser AusfOhrungsform der Erflndung 
vorzugswetse sblche Substanzen verwendet. die bei chromosorptiven Aufretnigungen als Desorptionsmittel 
eingesetzt werden. Besonders bevorzugt werden hierzu Sauren, Basen oder chaotrope lonen der 
Hofmeister-Rethe (lyotrope Reihe), wie sie betspielsweise beschrieben stnd in "Structure and Stability of 

70 Biological Macromolecules", 1969, Marcel Dekker, Inc.. New York. Seite 427. sowie bestimmte organische 
Verbindungen oder L5sungsmittel wie Acetonttrll. Harnstoff oder Glycerin verwendet Als geeignete SMuren 
kommen sowohl flUchtige als auch nicht flUchtige SMuren in betracht. Fluchtige SSuren kdnnen zur 
Aufhebung der Hemmwirkung leicht entfemt werden. z.B. durch ErwSrmen. Vakuum und dergletchen. Bei 
nicht flOchtigen SSuren iSGt sich ein analoger Effekt durch Bnsatz eines Salzes einer flOchtigen S9ure. 

75 welches von der nicht . flUchtigen Sgure zerlegt wird, unter Freisetzung der flQchtigen SSure oder durch 
Umpuffern erzielen. Bevorzugte Beispiete sind Essigs^lure. PropionsSure und Salzsdure fUr flUchtige 
Sauren. 

Ebenso lassen sich flQchtige und nicht flUchtige Basen wie z.B. Ammoniak und t-Phosphat verwenden. 
Weiterhin sind als Hemmstoffe organische Verbindungen geeignet. welche reversibel sowohl die Protein- als 
20 auch die Wasserstruktur beeinflussen konnen und beispielsweise in "J. F. Brandts, Conformatiai Transitions 
of Proteins in Water", enthalten in "Structure and Stability of Biological Macromolecules, 1969. Marcel 
Dekker. Inc.. New York. Seite 213-290 beschrieben sind. Besonders bevorzugt werden Glycerin und 
Harnstoff verwendet. 

Als Hemmstoffe kommen weiterhin in Frage chaotrope lonen, wie Thiocyanate und Jodide. Elsenfatls 
25 geeignet sind Fluoride. Bromide. Perchlorate. Guanidin und Sulfate. Ihre Entfemung zur Aufhebung der 
Bindungshemmung kann durch Extraktion z.B. mit organischen Ldsungsmittein oder Gemlscheri - von 
organischen Ldsungsmittein oder Gemischen aus organischen li5sungsmitteln und Wasser, beispielsweise 
Wasser/Alkohol-Gemischen. gegebenenfalls mit Zusatz von lonophoren und dergleichen. erfolgen. In der 
Regel genUgt dabei bereits eine Veranderung der lonenst^rke. um den gewUnschten Effekt zu erzielen. 
30 jedoch kann auch eine vollstSndige Entfemung des Hemmstoffes erfolgen. Auch ein Zusatz von Komplex- 
bildnern wie EDTA kommt in Frage, z.B. zur Entfemung von hemmenden Metallsalzen wie MgCl2. 

Werden fOr Polymerisat I und 11 als Bindungspaar Biotin und Streptavidin bzw. Avidin eingesetzt, so 
wird als Hemmstoff besonders bevorzugt eine SSure eingesetzt. Die starke Birwjung dieser beiden Partner 
kann durch Absenken des pH*s auf Werte im Bereich von 4 und darunter aufgehoben werden. Bevorzugt 
35 wird dazu eine flQchtige SSure verwendet, so dafi dann die Blndungswirkung bei Freisetzung der flUchtigen 
Saure erzielt wird. 

Die beiden spezifisch bindenden Partner Pi und Pz und gegebenenfalls die andere Komponente^ 
werden bevorzugt in ernem solchen VerhSltnis eingesetzt. daB Pa und gegebenenfalls die andere Kompo- 
nente fUr die Bindung des Rezeptors in groQem UberschuB gegenUber ihren Bindungspartnem vorliegen. 

40 Auf diese Weise werden sehr viele Bindungsstellen fOr den zu immobilisierenden Komplex geschaffen. 
Wenn ein Partner des verwendeten spezifisch bindenden Paares in freier Form in der zu analysierenden 
ProbeftUssigkett bereits nativ vorhanden Ist, ist es besonders bevorzugt, fUr diesen eine hohe Bindungska- 
paztt^t zur VerfOgung zu stellen. um dadurch eine Stdrung auszuschlieBen. Wenn also z.B. als spezifisch 
bindendes Paar Biotin und Streptavidin bzw. Avidin eingesetzt werden, so ist es besonders bevorzugt eine 

45 sehr hohe Bindungskapazitat fOr das Biotin zur VerfUgung zu stellen. Biotin ist in KorperflUsslgkeiten 
vorhanden und kann, insbesondere wenn z.B. nach Eihnahme von Biotin die Senimwerte stark erhoht sind. 
Analysenwerte von Bestimmungen, bei denen Biotin-Konjugate eingesetzt werden. verfMlschen. FUr diesen 
Fall ist es t>esonders bevorzugt eine Festphasenmatrbc mit einer sehr hohen BindungskapazttMt fOr Biotin 
herzustellen. Dies gelingt mit dem erfindungsgemSfien Verfahren. wobei es moglich ist eine Bindungskapa- 

50 zitat von 200 ng/ml und mehr fUr Biotin zu schaffehl 

Die erfindungsgemSO hergestellte Festphasenmatrix wird bei Bestimmungen nach dem Prinzip des 
Immunoassays eingesetzt. Sie ist sowohl fOr die Varianten des Sandwich-Tests als auch fOr die Varianten 
das kompetitiven Tests geeignet. FUr diese Bestimmungen gibt es viele Varianten. Dabei kann beispielswei- 
se die Probe, die die zu bestimmende Substanz entfiSft mit einem Rezeptor. der eine Markierung trSgt und 

55 mindestens einen weiteren Rezeptor. an den eine mit dem Polymerisat des spezifisch bindenden Partners 
P2 spezifisch bindefShige Substanz gebunden ist, urhgesetzt werden. Der zu bestimmende Komplex. 
vorzugsweise iner der gebundenen R zeptoren. weist also tne Stelle auf. di mit dem Polymerisat 
bindefShIg ist Diese Bindungsstelle kann mil der von Pi Identisch sein oder atier davon verschieden. Diese 


-7 


EP 0 331 127 B1 


Umsetzung kann bereits in einem mit der erfindungsgemaSen Matrix beschichteten Rohrchen oder einer 
entsprechend beschichteten Mikrotiterplatte stattfinden. Ebenso moglich ist es aber auch, die Festphasen- 
matrix, z.B. in Form von Kugein, erst nach der Inkubation zuzugeben. Beim Kontakt mit der Festphasenma- 
trix bindet dann der Kompfex aus zu bestimmender Substanz, markiertem Rezeptor und mil spezifisch 

6 bindender Substanz konjugiertem Rezeptor an das Polymerisat. das wiederum Qber Pi und das Protein an 
den TrSger gebunden ist. Auf diese Weise kann der zu bestimmende Komplex inr^mobilisiert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Festphasennnatrix. weiche dadurch gekennzeichnet ist. 
dafl sie aus einem unldsllchen TrSgermateriat besteht, an dem ein erstes Polynrterisat I, das aus einer 
Vieizah} von Partnern Pi eines spezifischen Bindungspaares und einem wasserloslichen biologischen 

10 Polymer oder Derivat davon mit einem Molekulargewlcht von mehr ats etwa 20 000 besteht, gebunden ist. 
das mit einem zweiten Polymerisat II, das nur aus einer Vtelzahl des anderen Partners P2 des spezifischen 
Bindungspaares oder aus Pz . die mit anderen Komponenten vernetzt sind, besteht. wobei das Polymerisat II 
sowohl BIndungsstellen fUr Pi als auch fOr einen immunologisch nachzuweisenden Komplex aufweist und 
wobei die Polymerisate I und II Ober die spezifische Bindung von Pi mit P2 vernetzt sind. 

15 Besonders geeignet zur DurchfOhrung von Immunoassays ist eine Festphasen matrix, bei der das 
Protein ein Konjugat aus einem l&slichen Protein mit einem Molekulargewicht von 200 000 bis 20 000 000 
und einer Vielzahl von Biotin-, Avidin- oder Streptavidinmolekuten ist. Weitertiin bevorzugt wird eine 
Festphasenmatrix eingesetzt. bei der das Polymerisat H aus Biotin-, Avidin- oder Streptavidinmolekulen 
besteht. Das Polymerisat II wfrd bevorzugt gebildet aus Biotin-, Avidin- oder StreptavidinmotekOlen einer- 

20 seits und einem hydrophobisierten Protein andererseits. 

ErfindungsgemaB wird eine Universalmatrix zur VerfUgung gestellt sowie ein Verfahren zu ihrer 
Herstellung, die in alien bekannten Immunoassays verwendet werden kann. 

Diese Festphasenmatrix ist unabhangig von der Art der verwendeten Rezeptoren. AuBerdem zeichnet 
sie sich durch hohe Stabilit£it aus. 

25 Die Erfindung wird noch durch Figuren und Beispiele eriautert. ... 

Fig 1 zetgt zwei AusfUhrungsformen der ertindungsgemaBen Festphasenmatrix. 

a) zeigt eine AusfOhrungsform der erfindungsgem£i6en Festphasenmatrix. An eine 
Festphase 1 ist ein Konjugat aus einem Protein 3 mit einem Partner eines spezifischen 
Bindungspaares Pi 5 adsorbiert. An 5 ist ein Polymerisat 7 gebunden, das aus dem 

30 anderen Partner P2 des spezifischen Bindungspaares besteht. Das Polymerisat besteht 

aus homogen vernetzten identischen MolekUlen. An dieses Polymerisat binden bei 
DurchfUhrung eines Immunoassays AntikSrper 9, die mit Pi konjugiert sind. 

b) zeigt eine weitere AusfUhrungsform der ertindungsgemaBen Festphasenmatrix. Hier Ist 
an eine Festphase 1 ein Konjugat aus einem Protein 3 und einem Partner eines 

35 spezifischen Bindungspaares Pi 5 adsorbiert. An 5 ist ein Polymerisat 7 gebunden. 

Dieses Polymerisat besteht aus dem anderen Partner des spezifischen Bindungspaares 
Pz sowie einem Rezeptor R. An dieses Polymerisat binden t>ei DurchfUhrung eines 
Immunoassays AntikiJrper 9. die mit einer mit dem Rezeptor R bindefShigen Substanz 
konjugiert sind. 

40 Fig 2 zeigt ein Diagramm, in dem Eichkurven fOr verschieden beschichtefte ROhrchen aufgestelH 

wurden. 

Die einzelnen Kurven wurden dabei mit den folgenden Rohrchen erhalten: 
X: Luranr5hrchen, beschtchtet mit einer Zweikomponentenmatrix bestohend aus Thermo-RSA- 

Biotin und homogen vernetztem Streptavidin. 
45 Dreieck: Luranr5hrchen, beschichet mit einer Zweikomponentenmatrix bestehend aus Thermo-RSA- 
Biotin und Thermo-RSA-Streptavidin 
+ : Polystyrolrohrchen, gamma-bestrahlt und beschichtet mit RSA-Streptavidin. 

Raute: PolystyrolrShrchen, gamma-bestrahit und beschichtet mit homogen vernetztem Streptavidin. 
Quadrat: Luranrohrchen. beschichtet mit homogen vernetztem Streptavidin. 
50 Fig. 3 zeigt eine AusfUhrungsform der ertindungsgemaBen Festphasenmatrix. 

Bei dieser AusfUhrungsform ist an ein TrSgermaterial 1 eine erste Komponente 3. die eine Vtelzahl von 
Partnern eines spezifischen Bindungspaares aufweist, adsorptiv gebunden. Eine zweite Komponente 5, die 
eine Vielzahl der anderen Partner des spezifischen Bindungssystems enthalt, ist Uber die spezifischen 
Bindungen 7 der beiden Partner an die erste Komponente 3 gebunden, wobei auf dem TrSgermaterial 1 
55 vernetzte Polymere von betr^chtlicher QrdBe entstanden sind. 
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Beispiei 1 

la) Hdrstellung von Thermo-Rinderserumalbumin-Biotin 

5 1 g Rinderserumalbumin (RSA) wird in 50 ml 50 mM Kaliumphosphat (pH 7,8) gelost. Unter RQhren 

werden 1,9 ml D-Biotinyl-t-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (NHS-X-Biotin, Boehringer Mann- 
heim GmbH) in Dimethylsulfoxid (DMSO) (20 mg/ml) zugetropft, AnschlieBend wifxl 3 Stunden bei 25 
inkubierl. Nach der Reaktion wird Ober Nacht bei 4*C gegen das SOfache Volumen an 20 mM Kaliumphos- 
phat (pH 7.0) dialysiert. Das Retentat wird mit dem gleichen Volumen an 20 mM Kaliumphosphat/200 hnM 

70 Natriumchlorid (pH 7.0) versetzt. aul 70 'C erhrtzt und 4 Stunden unter vorsichtigem Ruhren bei dieser 
Temperatur inkubiert. AnschlieBend wird die Ldsung auf Raumtemperatur abgekUhtt und filtrlert. Das Filtrat 
wird Ober Nacht bei 4*C gegen das SOfache Volumen an 2 mM Kaliumphosphat <pH 7.0) dialysiert und 
anschlieBend lyophilisiert. Das erhaltene Produkt wird an der Festphase adsorbiert und stellt in der 
eriindungsgemasen Matrix den an das ISsliche Pi-otein gebundenen Partner Pi dar. 

75 

lb) Aktivierung von Streptavidin mit Maleimido-hexanoyl-N-hydroxysuccinimidester 

30 mg Streptavidin werden in 3 ml 30 mM Kaliumphosphat/100 mM Natriumchlorid (pH 7,1) gelost und 
auf 25 'C temperiert. Unter ROhren werden 0,15 ml Maleinimido-hexanoyl-N-hydroxysuccinlmidester (MHS) 
20 (Boehringer Mannheim GmbH) in DMSO (10 mg/ml) zugetropft. Nach einer Reaktionszeit von 1 Stunde bei 
25 'C wird die Utisung im Eisbad abgekOhlt. AnschlieBend wird bei 4*C zwermal gegen 1 I 50 mM 
Kaliumphosphat/100 mM Natriumchlorid (pH 5.0) dialysiert. 

1c) Aktivierung von Streptavidin mit S-Ac©tylmercaptobernsteinsaureanhydrid 

25 

30 mg Streptavidin werden in 3 ml 100 mM Kaliumphosphat <pH 7.B) gelost und auf 25* temperiert. 
Unter RUhren werden 0.175 ml S-Acetylmercaptobomsteinsaureanhydrid (SAMBA) in DMSO (10 mg/ml) 
zugetropft. Nach einer Reaktionszeit von 3 Stunden bei 25 'C wird bei 4'C zweimal gegen 1 I 50 mM 
KaIiumphosphat/2 mM EDTA (pH 6.5) dialysiert. 

30 

1 d) Homogene Vemetzung von Streptavidin 

3 ml einer LSsung von aktiviertem SAMBA-Streptavidin (10 mg/ml) (Herstellung nach Beispiei 1c)) 
werden auf 25* temperiert und mit 50 ul 1M Hydroxylamin (pH 6,5) versetzt. Nach 30 Minuten bei 25 'C 

35 wird durch Zugabe von 15 ml 50 mM Kaliumphosphat/100 mM Natriumchkirid/I mM EDTA (pH 6,5) 
verdunnt. Die homogene Vernetzung des Streptavidins wird durch Zugabe von 3 ml aktiviertem MHS- 
Streptavrdin (10 mg/ml) (Herstellung nach Beispiei lb)) gestartet. Nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden 
bei 25 'C unter vorsichtigem RUhren wird die Reaktion durch Zugabe von 0.2 ml 100 mM Cystein/HCI 
beendet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 25 * C wird der pH-Wert der L&sung durch Zugabe 

40 von 1 M Dikaliumhydrogenphosphat auf 7.5 etngestellt Nach Zugabe von 0,2 ml 500 mM Jodacetamid wird 
eine weitere Stunde bei 25 *C inkubiert AnschlieBend wird bei 4*C zweimal gegen 3 I 50 mM 
Kaliumphosphat/100 mM Natriumchlorid (pH 7,5) dialysiert: Das Konjugat wird nach der Dialyse in einer 
Ultrafiltrationszelle aufkonzentriert. 

Das homogen vemetzte Streptavidin kann . entweder direkt oder nach Gelfiltration (Superose 6 prep, 

45 grade. Pharmacia Uppsala) und emeuter Aufkonzentrierung zur Adsorption an die Festphase eingesetzt 
werden. In der erfindungsgemSBen Matrix steitt es Polymerisat II dar. 

Belplel 2 

50 Es wird heterogen vemetztes Streptavidin hergestellti das ats Polymerisat II in der erfindungsgemSiBen 
Matrix zur Verwendung gelangt. 

a) Herstellung von aktiviertem SAMBA-Thenmo-RSA 

55 Die Herstellung von Thermo-RSA rfolgt, wie unter Beispiei 1 a) beschrieben, wobei hier aber die 
Biotinylierung ntf3llt. 

68 mg Thenmo-RSA werden in 2 ml 0,1 M Kaliumphosphat (pH 7.8) gelost und langsam mit 0,38 ml 
SAMBA (10 mg/ml In DMSO) versetzt Nach ein r Reaktionszeit von 3,5 Stunden bei 25 'C wird bei 4^C 
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zweimal gegen 1 I 50 mM Kaliumphosphat (pH 6,5) dialysiert. 

b) Herstellung des Thermo-RSA-Streptavidin-Konjugats 

5 Die heterogens Vernetzung von Streptavidin mit Thermo-RSA erfolgt analog der unter dem Beispiel Id) 

beschriebenen homogenen Vernetzung. Dabei werden 60 mg aktiviertes MHS-Streptavidin (Herstellung 
nach Beispiel lb)) mit 68 mg aktlviertem SAMBA-Thermo-RSA (s.o.) umgesetzt. Das Reaktionsprodukt wird 
durch Gelfiltration (Superose 6 prep, grade) aufgeroinigt und in einer Ultrafiltrationszelle aufkonzentriert. Das 
erhaltene Produkt wird anschlieflend lyophilisiert. Das Produkt kann als Polymerisat II eingesetzt werden. 

70 

Beispiel 3 

Beladung von Lurzin®- (Potystyrol-Acrylnitril-Copolymer) bzw. von -y-bestrahlten Polystyrol-RShrchen 

75 Die gemaB Beispiel 1 und Beispiel 2 erhaltenen Produkte werden in 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.4) zu 
einer Konzentration von 10 ug/ml gel6st. Dann wird in jedes zu beladende ROhrchen 1.5 ml einer LSsung 
des gemaB Beispiel 1a) hergestellten Thermo-RSA-Biotin-Konjugats gefullt und zunSchst fOr 3 bis 5 
Stunden beladen. AnschlieQend werden nach vollstandigem Absaugen in die Rohrchen 1,5 ml einer Losung 
von homogen vernetztem Streptavidin gem3fi Beispiel 1 bzw. heterogen vernetztem Streptavidin gemSfi 

20 Beispiet 2 gegeben und Qber Nacht bei Raumtemperatur inkubtert. Danach werden die Rohrchen vollstan- 
dig entleert und fUr die entsprechenden Tests eingesetzt. 

Zum Vergleich werden ROhrchen nur mit gemS6 Beispiel 1 vernetztem Streptavidin Oder einem 
Konjugat aus (nicht thermisch aggregiertem) RSA und Streptavidin (Herstellung analog dem Beispiel 2 aus 
aktiviertem SAMBA-RSA und aktlviertem MHS-Streptavidin) beladen, ohne Vort>eladung mit biotinyliertem 

25 Polymerisat I. . 

Beispiel 4 

Es wird die Bindekapazitat der gemaB Beispiel 3 hergestellten Rohrchen bestimmt. 

30 Die mit den unterschiedlichen Streptavidin poly merisaten erfindungsgem£lB beladenen ROhrchen sowie 
die Vergleichsrohrchen werden mit 1 ml einer Losung von biotinylierter Peroxidase aus Meerrettich (Biotin- 
POD, Sigma) (10 mU/ml in 50 mM Kaliumphosphat/0.5% Rinderserumalbumrn (pH 7,4)) fOr 45 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die RQhrchen werden dann entleert und zweimal mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen. AnschlieBend erfolgt die Nachweisreaktion mit Hilfe von ABTS® (Ammoniumsalz der 2.2'-azino- 

35 di(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsSure)) fUr 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Messung erfolgt photome- 
trisch bei 405 nm. Die BindekapazitSlt (Bika) wird Uber eine Verdrangungskurve ermittelt. Dazu werden der 
Biotin-POD-Losung steigende Konzentrationen (0 bis 15 bzw. 0 bis 200 ng/ml) an D-Biotin (Sigma) 
zugesetzt. Die Bindekapazitat wird dann aus der durch Auftragen der einzelnen Werte erhaltenen Kurve aus 
der haibmaximalen Extinktion errechnet. 

40 

Beispiel 5 

Die StabilitSt der OberflSchenhaftung der mit Protein und Biotin und jeweils elnem Streptavidin- 
Potymerisat beschichteten Matrix wird durch Inkubation der beladenen Rohrchen mit 1,5 ml eines Deter- 

45 genz enthattenden AblSsepuffers (0,2% Tween® 20 in 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.0)) geprUft. Nach einer 
Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wird zur Bestimmung der abgeldsten Konjugatmenge 
jeweils 1 ml aus den Rohrchen in ein mit Thermo- RSA-Biotin (Herstellung nach Beispiel la)) beschichtetes 
ROhrchen UbedUhrt. Parallel werden zur Ermittlung einer Eichkurve Thermo-RSA-Biotin-R6hrchen mit 1 ml 
Abldsepuffer versetzt. der steigende Konzentrationen an Streptavidin enthSlt. Nach einer inkubationszeit von 

so einer Stunde bei Raumtemperatur werden die Rohrchen vollstandig entleert und mit 1 ml einer Biotin*POD- 
LOsung (100 mU/ml in 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.0) versetzt. Nach einer weiteren Inkubation von 30 
Minuten bei Raumtemperatur werden die Rohrchen entleert und anschlieBend dreimal mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. Die Menge an gebundener Biotin-POD ist proportional der von der Rohrchenwand 
abgelosten Konjugatmenge und wird durch die Sutsstratreaktion mit ABTS (Inkubation eine Stunde bei 

55 Raumtemperatur) photometrisch bestimmt. Anhand der Eichkurve wird die Menge des abgelosten Konju- 
gats quantifiziert und als abgeldste Biotin-Bind kapazttSt b zeichnet. 

Tabelle 2 zeigt fUr verschieden beladene Luran bzw. -y-bestrahlte Polystyrol-Rohrchen <PS) die nach 
Beispiel 4 bestimmten Biotin-BindekapazitMten und die nach Beispiel 5 bestimmten Desorptionen der 

10 


BP 0 331 127 B1 


Konjugate. Die Biotin-Bindekapazitat (und damit die BindekapazitMt fUr biotinylierte Antikorper) des direkt 
auf die Festphase gebundenen homogen vernetzten spezttischen Bindepartners (Vergleich) (im Beispiet 
Poly-Streptavidin) ist deutlich gr68er als die des direkt auf die Festphase gebundenen heterogen vernetzten 
spezitischen Bindepartners (Vergleich) {jim Beispiet RSA-Streptavidin. Herstetlung analog dem Beispiet 2) 
aus aktfviertem SAMBA-RSA und aktiviertem MHS*Streptavidin). Wie die Abl5sungsdaten zeigen. kann der 
vernetzte spezifische Bindepartner Pa jedoch nur dann mit hoher BindekapazHSt und gewGnscht fester 
Wandhaftung aufgebracht werden. wenn vorher eine Betadung mit vorvernetztem Protein, das den speziti- 
schen Bindepartner Pi, d.h. Biotin kovalent gebunden enthStt, in situ umgesetzt wird. Der EinfluO der 
Bindekapeizitaten und Festphasen-Ablosungen der verschtedenen Konjugate auf die Empfindlichkeit eines 
unter Verwendung von Detergentien durchgefUhrten Funktionstests wird in Beispiel 6 nSher beschrieben. 
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T a belle 2 


Beschich- 
tung 

RSA-SA 

(Ver- 

jleich) 

pSA 
(Ver- 
gleich) 

pSA 
(Ver- 
gleich) 

r-RSA-Biotin^ 
+ 

r-RSA-SA» 
(Erfindung) 

T-RSA-Biotin^ 
+ 

pSA* 

(Erfindung) 

Rbhrchen- 
Material 



lAiran 

Luran 

Luran 

Belade-Kon- 

zentration 

(jig/na) 

10 

10 

10 

10^/8» 


Biotin- 
BiJca 
(ng) 

7,5 

58 

60 

15 

120 

Desorption 

(Bi-Bika) 

(ng) 

0,017 

0,267 

9,3 

0,005 

0,015 

% Bi-BiJca- 
Verltist 

0,3 

0,5 

15,5 

0,03 

0,01 
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AbkOrzungen: RSA-SA = RiiKaersenimalbumiri-Stjreptavidin-Ko 

pSA = polymex-es, honogen vemetztes Streptavidin 
T-RSA-Biotin bzw. -SA = Itiermo-RSA-Biotin bzw. 
-Streptavidin 

^PS = Jf^bestrahlta Polystyrolrohrchen 
Biotin-BDca bzw. Bi-Bika = Biotin-Bindekc^Dazitiit 

Belspiei 6 

Die gemSfi Beispiel 3 erhattenen R6hrchen werden in einem TSH-Test eingesetzt. 
Reagentien: 

Reagenz 1 (AntikSrper-lnkubationsldsung) 
1 6 mmol/l Phosphatpuffer pH 6.9 

1,5 ug/ml blotinylierter monoklonaler AntikQrper gegen TSH (ECACC 871 22201 )(Die Biotinylierung erfolgte- 
gemaB JACS 100 (1978), 3585-3590 mil Biotin durch Umsetzung mit N-Hydroxysuccinimldbiottn im 
Verba Itnis 10 : 1.) 

Reagenz 2 (Antik6rper-POD-Konjugatl6sung) 
36 mnnol/l Phosphatpuffer pH 6,9 

2.0 U/ml Konjugat aus POD und nnonoklonalen Antik6rpem gegen TSH (ECACC 87122202) 

Reagenz 3 (Substrat-Chromogen-Losung) 

100 mmol/l Phosphat-Citrat-Puffer pH 4,4 
3.2 mmol/l Natriumperborat 

1 ,9 mmol/l ABTS® (2,2'-Azino-di-[3-ethy!-benzthiaz6lin-sulfonsaure(6)]-diammoniumsaIz) 

AIs Festphase werden Rohrchen, welche wie in Beispiel 3 beschrieben mit verschiedenen Matrices 
beschichtet worden sind, verwendet. In diese RGhrchen werden 0,2 ml Probe <TSH-Standard), 0.9 ml 
Reagenz 1 und 0.1 ml Reagenz 2 zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur Inkubiert. Anschlie- 
Bend werden die R5hrchen vollstMndig entteert und dreimal mit Wasser gewaschen. Die an der Rohrchen- 
wand gebundene POD-AktivrtSt wird dann nach Zugabe von 1 ml Reagenz 3 und einstOndiger Inkubation 
durch Messung der Extinktion bei 405 nm ermrttelt Die Intensitat der Farbreaktion ist proportionat der TSH- 
Konzentration des Standards. Die Ergebnisse sind In Rgur 2 dargestellt. 

Wie Rg. 2 zelgt. nimmt die Steigung der Gchkurve (und damit die Empfindlichkert des Tests) bet 
Verwendung detergenzhaltiger Inkubationspuffer von Fiohrchen, die mit einer Qnkomponenten-Matrbc bela- 
den sind. zu R6hrchen, die mit der erflndungsgemSBen Zweikomponenten-Matrix betaden sind, deutlich zu. 
Weiterhin wird die gr6Bte Empfindlichkeit durch Verwendung der Zweikomponenten-Matrix erreicht. die als 
Komponente B einen homogen vemetzten Bindepartner (hier polymeres Streptavidin) enthatt 

Beispiel 7 

Es wcrd eine Matrbc hergestellt. bei der auf die Festphase Thermo-RSA adsorbiert wird. an das 
Streptavidin als Partner Pi gebunden ist. An das Streptavidin wird dann homogen vernetztes, biotinyliertes 
Protein A als Partner P2 gekuppelt. 

a) Herstellung von Thermo-RSA-Streptavidin 

Die Herstellung erfolgt, wie unter B ispiel 2 t^eschrieben. 
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b) Herstellung von homogen vernetztem, biotinyliertem Protein A 

50 mg Protein A (Boehringer Mannheinri GmbH) werden in 5 ml 30 mM Kaliumphosphat (pH 7.1) gelost 
und mit dem lOfachen molaren OberschuB an NHS-X-Biotin (gelost zu 10 mg/ml in DMSO) versetzt. Nach 

5 einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 25 'C wird das Reaktionsgemisch bei 4'C Uber Nacht gegen 10 
I 50 mM Kaliumphosphat (pH 8.0) dialysiert. Das Retentat wird anschlieBend in einer Ultrafiltrationszelle aul 
eine Konzentration von 50 mg Biotin-Protein A/ml konzentriert. 

Die konzentrierte L6sung von Biotin-Protein A wird auf 25 'C erwSrmt. AnschlieBend werden unter 
vorsichtigem Ruhren 50 Hi einer Disuccinimidylsuberat-Losung (DSS. Fa. Pierce; 7 mg/ml in Dioxan) 

70 zugegeben. Die Vernetzung wird durch HPLC an einer TSK 3000 Gelfiltrationssaule (LKB) kontrolliert. In 
AbstSnden von einer Stunde werden so lange jeweils 50 Hi der DSS-Li$sung zugegeben. bis der Peak des 
monomeren Protein A aut weniger als 10% seiner AusgangsgroBe reduziert worden ist. Danach wird die 
weitere Vernetzung durch Zugabe von 50 ul 1 M Ethanolamin (pH 8,0) gestoppt. Es wird Uber Nacht bei 
4*C inkubiert und anschlieBend zweimal gegen 2 I 2 mM Kaliumphosphat (pH 7.5) dialysiert. Die 

75 Abtrennung des monomeren Protein A erfolgt durch Gelfiltration an Superose 12 prep, grade. Das homogen 
vernetzte Produkt wird gesammelt und in einer Ultrafiltrationszelle konzentriert- Mit diesen beiden Kompo- 
nenten werden dann Rohrchen gemafi Beispiel 3 beladen. 

Beiplel 8 

20 

Es wird eine Matrix, bestehend aus einem Konjugat von Thermo-RSA mit Fc-y-Fragmenten der Maus als 
P^ und einem homogen vernetzten polyklonalen Anti-Maus-Fc-y-Anttk6rper aus Schafen als Pa hergestellt. 

a) Herstellung von Thermo-RSA-Maus-Fc-y-Fragment 

25 

Die Fcy-Fragmente werden durch Papain-Spaltung von Immunglobulinen G der Maus und Abtrennung 
von den Fab-Fragmenten durch lonenaustausch-Chromatographie an DE-52-Cellulose nach Ublichem Ver- 
fahren prapariert. 

Aktiviertes MHS-Fc-y- Fragment wird analog der Herstellung von aktiviertem MHS-Streptavidin (Beispiel 
30 1b)) hergestellt. Aktiviertes SAMBA-Thermo-RSA wird. wie im Beispiel 2 beschrieben, prSpariert. Die 
Konjugation von 68 mg aktiviertem SAMBA-Thermo-RSA mit 10 mg aktiviertem MHS-Fc-y- Fragment erfolgt 
auf gtelche Weise wie die Herstellung von heterogen vernetztem Streptavldin (Beispiel 2). Das Reaktions- 
produkt wird durch Gelfiltration an Superose 6 prep grade aufgereinigt. in einer Ultrafiltrationszelle konzen- 
triert und anschlieBend lyophilisiert. 

35 

b) Herstellung von homogen vernetztem Anti-Maus-Fcy-Antikorper 

50 mg Anti-Maus-Fc-y-Antikfirper werden in 1 ml 50 mM Kaliumphosphat pH 8.0 geldst und auf 25 *C 
erwarmt. Analog der Herstellung von homogen vernetztem Protein A (Beispiel 7b) werden in AbstSnden von 

40 einer Stunde jeweils so lange 50 ul einer DSS-LOsung (7 mg/ml in Dioxan) zugesetzt, bis in der HPLC- 
Analytik an einer TSK 3000 Gelfiltrationssaule der Peak des monomeren IgGs auf 10% seiner Ausgangs- 
groBe gesunken ist. AnschlieBend wird, wie unter Beispiel 7b) beschrieben, mit Ethanolamin gestoppt und 
dialysiert. Das monomere IgG wird. wie in Beispiel 7b) beschrieben, durch Gelfiltration abgetrennt. 
Gegebenenfalls wird das vernetzte IgG durch Ultrafiltration konzentriert. Alternativ kann das homogen 

45 vernetzte Produkt durch Aktivierung des AntikSrpers mit MHS und SAMBA (Herstellung analog den 
Beispielen lb) und 1c)) und anschlieBender Vernetzung (analog Beispiel Id)) prapariert werden. 
Mit diesen gemaB a) und b) erhaltenen Produkten werden RShrchen gemaB Beispiel 3 beladen. 

Beispiel 9 

50 

Es wird eine Matrix, bestehend aus einem Thermo-RSA-Digitoxigenin-Konjugat als Polymerisat I und 
homogen vernetztem Anti-Digoxin-Antrkorper aus Schaf als Polymerisat il hergestellt. 

a) Herstellung von Thermo-RSA-Digitoxigenin 

55 

Thermo-RSA wird. wie im Beispiel la) beschrieben, hergestellt. wobei hi r aber die Biotinylierung 
enttailt. 68 mg Thermo-RSA werden in 6.8 ml 50 mM Kaliumphosphat/100 mM Natriumchlorid (pH 8,5) 
gelost und auf 25 'C erwSrmt. Unter RUhren werden 2,86 mg Dlgltoxigenin-3-succinimidyl-hydroxysuccini- 
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midester in 0,68 ml Oioxan zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 3 Stunden bei 25 "C wird zweimal 
gegen 1 t 2 mM Kaliumphosphat (pH 7,2) diatysiert. AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt m einer 
Urtrafiltrationszelle konzentriert. 

5 b) Hersteltung von homogen vernetztem Anti-Digoxin-Antikorper 

Die Hersteilung des homogen vernetzten Anti-Dlgoxin-Anlikorpers erfolgt auf gleiche Weise wie fur die 
Herstellung des homogen vernetzten Anti-Maus-Fcy-AntikSrper (Beispiel 8b)) beschrieben. 

AnschlieBend werden Rohrchen nacheinander mit Losungen der betden Produkte.beladen. 
70 Im Immunoassay werden Dlgltoxigenin-markierte AntikQrper eingesetzt. Die Herstellung derartig mar- 
krerter Antikdrper erfolgt analog Beispiel 9 a mit Digltoxtgenin-3-succinimtdyl-hydroxysuccintmtdester. 

Belsplel 10 

75 Es wird eine Matrix hergestellt, indem die Festphase gleichzeitig mit Polymerisat I und II inkubiert wird. 

Eine Ldsung, bestehend aus 10 ug/ml poly-Streptavidin (Herstellung nach Beispiel Id) und 0,^ ug/ml 
Thermo-RSA-Biotin (Herstellung nach Beispiel la) in 5 mmol/l Essigsaure wird 20 Stunden in Polystyrol- 
Tubes inkubiert. 

Nach Entfernung der Beladel3sung wird mit 10 mmol/l Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,2 / 3 g RSA 
20 nachbeladen (30 Minuten) und nach Absaugen getrocknet. 

Beispiel 11 

a) Biotinylierung von Amino-Dextran-500 

25 - 

100 mg Aminodextran. (MW 500.000, 230 NHa-Gruppen/Mol Dextran) werden in 5 ml 100 mM 
Kaliumphosphat-Puffer, pH 8.5, getdst. Dazu werden 90 ul einer L6sung aus 10 mg Biotin-N-hydroxysucci- 
nlmidester (Biotin-OSu) in 1 ml Dimethylsutfoxid (DMSO) tangsam unter RQhren zugegeben. 

Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur wird die Reaktion mit 50 al 200 mmol/l Lysin-HCI, pH 8,5 
30 gestoppt. 

AnschlieBend wird der Ansatz zweimal gegen das SOOfache Votumen 50 mmol/i Kaliumphosphat-Puffer. 
pH 7,2 dialysiert und mit 40 mmol/l Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0 auf eine Konzentration von io ug/ml 
verdQnnt. 

35 b) Beladung von Polystyrol-Tubes mit Amino-Dextran-Biotin 

Jeweils 1,5 ml dieser Beladelosung werden in Polystyrol-R5hrchen gefUllt und bei Raumtemperatur 6 
Stunden inkubiert. 

Im AnschluB daran wird abgesaugt. 1.5 ml einer homogen oder heterogen vernetztem Poly-Streptavidin 
40 (Beispiel 1 oder 2) zugegeben und Uber Nacht inkubiert. Danach werden die RShrchen vollstSndig entleert 
und fOr die entsprechenden Tests eingesetzt. 

Beispiel 12 

45 Thermo-RSA-Streptavidin-Tubes. hergestellt nach EP-A 0 269 092, werden mit 10 ug/ml Thermo-RSA- 
Biotin-Ldsung (Herstellung nach Beispiel la) in 50 mmol/l Kaliumphosphat. pH 7,2, 20 Stunden inkubiert. 

Nach vofistandigem Absaugen der Losung wird 1.5 ml Poly-Streptavtdin-Losung (nach Beispiel 1 oder 
2) zugegeben und Ok>er Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die RShrchen vollstSndig 
entfeert und fUr die entsprechenden Tests eingesetzt. 

so 

Beispiel 13 

a) Biotinylierung von Poly(Lys/Phe) 

55 1 00 mg Poly(Lys/Phe)HBr (Hydrobromid eines Copolymeren aus Lysin und Phenylalanin) (L-Lys/L-Phe 
1:1. MW 46 KD. Hersteller Sigma) werden in 25 ml H2O geiast. 

Dazu werden 180 til einer Losung aus 5 mg Biotir>-OSu in 1 ml DMSO langsam unter RUhren 
zugegeben, wobei der pH mittels Autotitrator bei 8.0 konstant gefialten wird. 
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Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur wird die Reaktion mit 50 ul 200 mmol/l Lysin-HCI. pH 8.5. 
gestoppt. 

Anschlieflend wird der Ansatz zweima! gegen das SOOfache Volumen bidest H2O dialysiert und auf eine 
Konzentration von 10 ug/ml verdunnt. 

b) Beladung von Polystyrol-Tubes mit Poly(Phe/Lys)Biotin 

Jeweils 1,5 ml dieser Beladelosung warden in Y-bestrahlten Polystyrol-Rohrchen gefUlll und bei 
Raumtemperatur 6 Stunden inkublert. Im AnschluB daran wird abgesaugt und 1.5 ml Poly-Streptavidin- 
Losung (Herstellung nach Beispiel 1 Oder 2) zugegeben und bei Raumtemperatur Uber Nacht inkubiert. 
Danach werden die RShrchen vollstSndig entleert und fOr die entsprechenden Tests eingesetzt. 

Betspiel 14 

Es wird eine Matrix, bestehend aus einem Thermo-RSA-Biotin-Konjugat als Polymerisat I und einem 
heterogen vemetztem Konjugat aus Streptavidin und Anti-Digoxin-Antik5rpem aus Schaf als Polymerisat It 
hergestellt. 

a) Herstellung von Thermo-RSA-Biotin 

Die Herstellung erfolgt. wie unter Beispiel 1a) beschrieben. Das Thermo-RSA-Blotin-Konjugat stellt in 
der erfindungsgemSfien Matrix das Polymerisat I dar. 

b) Herstellung des Mischpolymerisats aus Streptavidin und Anti-Digoxln-Antik6rpern aus Schaf. 

30 mg Streptavidin werden wie unter Beispiel 1c) beschrieben, mit S-Acetylmercaptobernsteinsaureanh- 
ydrid (SAMBA) aktiviert. 

Gleichzeitig werden 30 mg Anti-Digoxin-Antikorper auf gleiche Weise mit Maleimido-hexanoyl-N- 
hydroxysuccinimidester (MHS) aktiviert. wie es in Beispiel lb) fUr die MHS-Aktivierung von Streptavidin 
beschrieben ist. FUr die Umsetzung wird ein fOnffach molarer Oberschufl an MHS (gelSst in DMSO) 
gegenUber den Antikorpern eingesetzt. 

Die Konjugation von aktivlertem SAMBA-Streptavidin mit aktiviarten MHS-Antik6rpern erfolgt auf die 
gleiche Weise wie es fOr die homogene Vernetzung von Streptavidin in Beispiel Id) beschrieben ist. 

Das auf diese Weise erhaltene Streptavidin-Antikorper-Konjugat kann entweder direkt Oder nach 
Gelfiltration und emeuter Aufkonzentrierung zur Adsorption an die Festphase eingesetzt werden. In der 
erfindungsgemaBen Matrix stellt es das Polymerisat II dar. 

Zur Herstellung der erfindungsgemSBen Matrix werden Rohrchen entweder nacheinander mit Losung 
der beiden Produkte. oder aber gleichzeitig. wie in Beispiel 10 beschrieben, in Anwesenheit von 5 mmol/l 
Essigsaure beschtchtet. 

Im Immunoassay werden Digitoxigenin-markierte AntikQrper eingesetzt. Die Herstellung derartig mar- 
kierter Antikorper erfolgt analog Beispiel 9a mit Digitoxigenin-3-succinimidyl-hydroxysuccinimtdester. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Herstellung einer an ein unlQsliches TrSgermaterial gebundenen, spezifisch bindefShigen 
Substanz, insbesondere fUr die Verwendung in einem heterogenen Analysenverfahren nach dem 
Prinzip des Immunoassays, 

dadurch gekannzelchnet, 

daS man ein erstes Polymerisat I. das aus einer Vielzahl von Partnern Pi eines spezifischen 
Bindungspaares und einem wasserloslichen biologlschen Polymer oder Derivat davon mit einem 
Molekulargewicht von mehr als etwa 20 000 besteht, an ein unlSsliches TrSgermaterial bindet und mit 
einem zweiten Polymerisat II, das nur aus einer Vielzahl von MolekOlen des anderen Partners P2 des 
spezifischen Bindungspaares oder aus P2 die mit anderen Komponenten venrietzt sind, besteht, Ober 
die spezifische Bindung von Pi mit P2 vernetzt. wobei das Polymerisat II sowohl Bindungsstellen fUr Pi 
als auch fUr eine immunologischen nachzuweis nden KompI x aufweist 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . 

dadurch gekennzeichnet, daB man fQr das Polymerisat I ein Protein, Peptid, Kohlenhydrat oder 
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Nukleinsaurepolymer oder ein Copolymerisat aus Aminosauren und Kohlenhydraten verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB man fur das Polymerisat I ein Protein verwendet das hydrophober ist 
5 ats Polymerisat II. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB man ats Polymerisat II 
ein Polymerisat verwendet, in dem spezifische Partner P2 mit anderen Komponenten vernetzt sind. 

70 5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet daB man Pz mtt anderen Komponenten zu 
dem Polymerisat II vemetzt. die ebenfalts spezifische Bindungsstelien aufweisen. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der speziftsche Partner F2 mit einem 
hydrophobisierten Protein vemetzt wird. 

75 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, daB man das 
unlostiche Tragermaterial zuerst mit Polymerisat I beschichtet und anschlieBend mit Polymerisat II 
vernetzt. 

20 8. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, daB man eine L6sung. die das Polymerisat I und das Polymerisat 11 sowie 
einen Hemmstoff fUr die Bindung von Pi an P2 enth^ilt mit dem unlOslichen TrSlgermaterial in Kontakt 
bringt und nach Bindung von Polymerisat I und Polymerisat |l an das Tragermaterial die Bindung von 
Pi und P2 durch Entfemen des Hemmstoffes oder Aufhebung der Hemmwirkung ausl6st. 

25 . 

9. Festphasenmatrix, 

dadurch gekennzeichnet, dafi sie aus einem unldslichen Tragermaterial besteht, an dem ein erstes 
Polymerisat I, das aus einer Vielzahl von Partnern Pi eines spezifischen Bindungspaares und einem 
wasserl&slichen biologischen Polymer oder Dertvat davon mit einem Molekutargewtcht von mehr als 
30 etwa 20 000 besteht. gebunden ist. das mit einem zweiten Polymerisat II vemetzt ist, das nur aus einer 
Vielzahl des anderen Partners Pj des spezifischen Bindungspaares oder aus P2, die mit anderen 
Komponenten vernetzt sind, besteht, wobei das Polymerisat II sowohl Bindungsstelien fUr Pi als auch 
fOr einen immunologisch nachzuweisenden Komplex aufweist und wobei die Polymerisate I und II Uber 
die spezifische Bindung von Pi mit P2 vemetzt sind. 

35 

10. Festphasenmatrix nach Anspruch 9. 

dadurch gekennezlechnet, daB man als Polymerisat I ein Protein. Peptid, Kohlenhydrat oder 
NucleinsSure-Polymer odor ein Copolymerisat aus AminosMuren und Kohlehydraten. jeweils mit einer 
Vielzahl von Partnem Pi eines spezifischen Bindungspaares verwendet. 

40 

11. Festphasenmatrix nach Anspruch 9 oder 10, 

dadurch gekennezelchnet, daB das Polymerisat II ein Konjugat aus einem loslichen Protein mit 
einem Molekulargewicht von 200 000 bis 20 000 000 und einer Vielzahl von Biotin-, Avidin- oder 
StreptavidinmolekUlen ist. 

45 

12. Festphasenmatrix nach einem der AnsprUche 9 bis 11. 

dadurch gekennzeichnet, daB das Polymerisat II aus Biotin-, Avidin- oder StreptavidinmolekUlen 
besteht. 

50 13. Festphasenmatrix nach einem der AnsprUche 9 bis 11, 

dadurch gekennezelchnet, daB das Polymerisat II aus Biotin-. Avidin- oder StreptavidinmolekUlen 
und einem hydrophobisierten Protein besteht 

Claims 

55 

1. Process for the production of a specifically bindable substance bound to an insoluble carrier material, 
especially for the use in a h terogeneous analysis process according to th immunoassay principle, 
characterised in that one binds a first polymer 1. which consists of a plurality of p»artners Pi of a specific 
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binding pair and a water-soluble biological polymer or derivative thereof with a molecular weight of 
more than about 20,000, to an insoluble carrier material and cross-links with a second polymer II, which 
only consists of a plurality of molecules of the other partner P2 of the specific binding pair or of P2 
which are cross-linked with other components via the specific binding of Pi with P2. whereby the 
polymer II not only has binding positions for Pi but also for an Immunological complex to be detected. 

Process according to claim 1 , characterised in that, for the polymer I, one uses a protein, peptide, 
carbohydrate or nucleic acid polymer or a co-polymer of amino acids and carbohydrates. 

Process according to claim 2. characterised in that, for the polymer I. one uses a protein which is more 
hydrophobic than polymer II. 

Process according to one of clEiims 1 to 3, characterised in that, as polymer II. one uses a polymer in 
which specific partners Pz are cross-linked with other components. 

Process according to claim 4, characterised in that one cross-links P2 with other components to give 
the polymer II which also has specific binding positions. 

Process according to claim 4, characterised in that the specific partner P2 is cross-linked with a 
hydrophobing protein. 

Process according to one of the preceding claims, characterised in that one first coats the insoluble 
carrier material with polymer I and subsequently cross-links with polymer II. 

Process according to one of claims 1 to 6. characterised in that one brings a solution, which contains 
the polymer I and the polymer lU as well as an inhibitor for the binding of Pi to P2, into contact with the 
insoluble carrier material and. after binding of polymer I and polymer II to the carrier material, initiates 
the binding of Pi and P2 by removal of the inhibitor or removal of the inhibiting action. 

Solid matrix, characterised in that it consists of an insoluble carrier material to which Is bound a first 
polymer I. which consists of a plurality of partners Pi of a specific binding pair or derivative thereof with 
a molecular weight of more than about 20,000 which are cross-linked with a second polymer 11 which 
only consists of a plurality of the other partner P2 of the specific binding pair or of P2 which are cross- 
tinked with other components, whereby the polymer II not only has binding positions for Pi but also for 
an immunological complex to be detected and whereby the polymers I and II are cross-linked via the 
specific binding of Pi with P2. 

10. Solid phase matrix according to claim 9. characterised in that, as polymer I. one uses a protein, 
peptide, carbohydrate or nucleic acid polymer or a co-polymer of amino acids and carbohydrates, in 

40 each case with a plurality of partners Pi of a specific binding pair. 

11. Solid phase matrix according to claim 9 or 10, characterised in that the polymer II is a conjugate of a 
soluble protein with a molecular weight of 200,000 to 20,000.000 and a plurality of biotin, avidin or 
streptavidin molecules. 

45 

12. Solid phase matrix according to one of claims 9 to 11, characterised in that the polymer II consists of 
biotin, avidin or streptavidin molecules. 

13. Solid phase matrix according to one of claims 9 to 11, characterised in that the polymer 11 consists of 
50 biotin, avidin or streptavidin molecules and a hydrophobing protein. 

Revendicatlons 

1. Proc6d6 de preparation d'une substance capable de liaison sp^cifique, li^e 2i un mat^riau support 
55 insoluble, utilisable en particulier dans un proc^d^ d'analyse h^t^rogene selon le principe des 

determinations immunotogiques, caract^rise en ce qu'on lie ^ un mat^riau support insoluble un premier 
polymfere I qui consiste en une multiplicite de partenaires Pi d'une pair de liaison specifique et en un 
polym^re biologique hydrosoluble ou un d^riv^ de celui-ci d'un potds mol^cuiaire superieur a environ 
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20000. et on le reticule, par rintermediaire de la liaison specif ique de Pi avec P2, avec un second 
polymfere tl qui ne consiste qu'en une multiplicite de molecules de Tautre partenaire P2 de la paire de 
liaison sp^cifique ou de P2 qui sont r^ticuldes avec d'autres composants. te polym^re 11 pr^sentant des 
sites de liaison pour Pi et pour un complexe qui doit etre mis en evidence par voie immunologique. 

5 

2. Proc^d^ selon la revendication 1 . caract6ris6 en ce que Ton utilise comme polym^re I une prot^ine. un 
peptide, un hydrate de carbone ou un polymfere d'actde nucl^ique. ou un cop»olymere d'acides amines 
et d'hydrates de carbone. 

70 3. Proc^de selon la revendication 2. caracteris^ en ce que Ton utilise comme polymfere I une prot^ine qui 
est plus hydrophobe que le polym^re 11. 

4. Procdd§ selon I'une des revendtcations 1^3, caract6ris6 en ce que Ton utilise comme polymdre II un 
polymfere dans lequel des partenaires sp^cifiques P2 sont r^ticul^s avec d'autres composants. 
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5. Proc6d6 selon la revendication 4, caract^ris^ en ce que Ton reticule P2 en le polymfere It avec d'autres 
composants qui pr^sentent ^gatement des sites de liaison spdcifiques. 

6. Proc6d6 selon la revendication 4, caract6ris(6 en ce que le partenaire sp^crfique P2 est r6ticul6 avec 
20 une proteine rendue hydrophobe. 

7. Proc6d6 selon Tune des revendications pr^c^dentes. caract6rts^ en ce que Ton recouvre d'abord de 
polym^re I le matdriau support insoluble puis on le reticule avec le polym6re II. 

25 8. Precede selon I'une des revendications 1^6, caract^risd en ce que Von met en contact avec le 
mat^riau support insoluble une solution qui contiiBnt le polymere I et le polym^re II ainsi qu'un 
inhibiteur de la liaison de Pi avec P2, et, apr^s la liaison du polymere I et du polymere II sur le 
mat^riau support, on coupe la liaison de Pi et P2 en 4llminant Tinhibiteur ou en supprimant I'effet 
d'inhibition. 

30 

9. Matrice en phase solide. caract^risee en ce qu'elle consiste en un mat^riau support insoluble sur lequel 
est lid un premier polymere I qui consiste en une nhultiplicitd de partenaires Pt d'une paire de liaison 
spdcifique et en un polymere biologique hydrosolubte ou un d^rivd de celui-ci d'un poids moldculaire 
sup^rleur ^ environ 20000 qui est r6X\cu\6 avec un second polymere II qui ne consiste qu'en une 
35 multiplicitd d'autres partenaires P2 de la paire de liaison spdcifique ou en P2 qui sont r6ticul6s avec 

d'autres composants. le polymere II comportant des sites de liaison pour Pi et pour un complexe qui 
doit dtre mis en Evidence par voie immunologique et les polym^res I et II dtant reticules par 
rintermediaire de la liaison spdciflque de Pi avec P2. 

40 10. Matrice en phase solide selon la revendication 9» caractdrisde en ce que Ton utilise comme polym&re I 
une proteine. un peptide, un hydrate de cartxine ou un polym&re d'acide nucldique, ou un copolymdre 
d'acides amines et d'hydrates de carbone, dans chaque cas avec une multiplidts de partenaires Pi 
d'une paire de liaison SF»4crfique. 

45 11. Matrice en phase solide selon (a revendication 9 ou 10, caractdrisde en ce que le polymere II est un 
conjugud d'une proteine soluble d'un poids molecutaire de 200000 & 20000000 et d'une multiplicity de 
molecules de biotine. d'avidine ou de streptayidihe. 

12. Matrice en phase solide selon I'une des revendicatiohs 9^11. caractdris^e en ce que le polymere II 
so consiste en molecules de biotine, d'avidine ou de streptavidine. 

13. Matrice en phase solide selon l^une des revendications 9^11, caractdris^e en ce que le polym&re II 
consiste en molecules de biotine, d'avtdine ou de streptavidine et en une proteine rendue hydrophobe. 
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